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结论 : 构建 具有 DD- 海 因 酶 和 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 双 酶 活性 的 重组 Bacillus subtilis 作为 全 细胞 催 
于 海 因 酶 法 生产 D-HPG， 上 共有 技术 上 的 可 行 性 和 优势 。 
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D- 海 因 酶 (EC 3.5.2.2) 属 于 酰胺 水 解 酶 家 族 ,存在 于 Brevibacillus , Bacillus Agrobacterium 
和 Pseudomonas 等 微生物 中 辐 。 微 生物 来 源 的 DD- 海 因 酶 一 般 为 同 源 二 聚 体 或 四 聚 体 ， 亚 基 
分 子 量 在 40 kDa~60 kDa 之 间 ， 大 约 包 括 450 个 左右 的 氨基 酸 残 基 [67。 多 数 D- 海 因 酶 的 活 
性 中 心 由 His、Asp、Val 和 羧基 化 的 Lys 构成 ， 一 般 对 D-5'- 取 代 海 因 都 有 众 化 活性 。 活 性 
中 心 Lys 羧基 化 的 两 个 氧 原子 分 别 与 两 个 Zn? Ur, 所 以 D- 海 因 酶 是 金属 依赖 性 酶 加。 当 D, 
L-HPH 作为 底 物 时 ，D- 海 因 酶 的 比 活性 通常 在 10 U/mg~100 U/mg 之 间 。 来 自 Bacillus 
stearothermophilus SD-1 的 D- 海 因 酶 (hyd 基因 〉 热 稳定 性 突出 ，80 的 半衰期 为 30 min; 
Km 值 47.2 mM， 比 活力 约 为 23.0 U/mg 中 ， 能 够 满足 海 因 酶 法 生产 D-HPG 的 需要 ， 通 常 被 
优先 选择 用 于 海 因 酶 法 生产 D-HPG. 

D- 氨 甲 酰 水 解 酶 (EC 3.5.1.77) 在 4grobacterium、Arthrobacter、Blastobacter、Comamonas、 
Pseudomonas、Sinorhizobium、Flavobacterium 和 Pasteurella 等 微生物 中 都 有 发 现 00， 也 属 
于 酰胺 水 解 酶 家 族 。D- 氨 甲 酰 水 解 酶 对 底 物 有 立体 选择 性 ， 专 一 性 催化 N- 氨 甲 酰基 -D- 氢 基 
酸 的 酰胺 键 水 解 ， 生 成 相应 的 D- 氢 基 酸 。D- 氨 甲 酰 水 解 酶 多 为 同 源 四 聚 体 ， 亚 基 分 子 量 在 
35 kDa 左右 ， 包 含 300 多 个 氨基 酸 残 基 ， 活 性 中 心 由 Glu46，Lys126 和 Cys171 残 基 构 成 。 
已 研究 的 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 都 有 热 稳定 性 差 和 容易 氧化 失 活 的 缺陷 ， 其 比 活性 通常 在 7 
U/mg-22 U/mg 之 间 。 来 自 Agrobacterium sp. KNK712 的 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 U1 Cade 基因 ) , 

由 于 酶 学 研究 相对 充分 ， 通 常 被 选择 用 于 双 酶 法 催化 生产 D-HPG。 
海 因 酶 法 生产 D-HPG 的 工艺 主要 可 分 为 两 种 : 一 种 是 以 固定 化 酶 或 固定 化 细胞 作为 催 
化 剂 ; 另 一 种 是 以 游离 的 全 细胞 作为 催化 剂 。 后 者 具有 催化 剂 制备 工艺 简单 和 成 本 低 的 优势 ， 
应 用 前 景 更 好 。 天 然 具 有 双 酶 活性 的 微生物 ， 因 双 酶 活性 低 而 不 能 满足 应 用 需要 。 诱 变 育 种 
筛选 的 高 酶 活性 突变 株 ,往往 伴随 生长 缺陷 或 生物 量 过 低 ， 也 难以 满足 应 用 需要 。 采 用 基因 
工程 育种 技术 构建 重组 菌 ， 是 可 行 的 技术 选择 。 迄 今 为 止 ， 几 乎 所 有 以 表达 D- 海 因 酶 和 了 D- 
甲 酰 水 解 酶 为 目的 的 重组 菌 构 建 ， 都 选择 Escherichia coli 作为 宿主 细胞 (12-!。 重 组 的 全 
能 化 活性 虽然 能 够 达到 应 用 要 求 ， 但 是 ， 重 组 Escherichia coli 在 大 规模 培养 方面 存在 技 
困难 ， 例 如 : 溶 氧 限制 问题 ,诱导 物 成 本 问题 ， 包涵 体 形成 问题 等 0519， 限 制 它 的 工业 应 
， 而 重组 Bacillus subtilis 可 能 是 一 个 正确 的 选择 。 

前 期 研究 已 经 证 实 ， 异 源 D- 海 因 酶 和 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 都 能 够 在 Bacillus subtilis 中 表达 
07。 本 研究 将 进一步 优化 DD- 海 因 酶 和 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 的 表达 方式 和 条 件 ， 完 善 双 酶 共 表达 
&7H Bacillus subtilis 菌株 的 构建 ， 并 表征 重组 菌 的 全 细胞 催化 特性 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 菌株 和 质粒 
实验 中 所 用 菌株 和 质粒 详 见 表 1 


表 1 本 研究 所 用 的 菌株 和 质粒 


Table 1. Strains and plasmids used in this study 


Strains/plasmids Characteristics Source 

Strains 

B. subtilis 168 trpC2 Laboratory stock 

B. subtilis 168N trpC2, AaraR::Para-neo Laboratory stock 

E. coli DH5a Host for shuttle plasmid construction Laboratory stock 

B. subtilis BNAY6m um EE RAE UO IU AS BAV Laboratory stock 

B. subtilis LS10 B. subtilis 168N, AacoA::Paco4-hyd This study 

B. subtilis LSL10 B. subtilis LS10, AyolA:: sigL This study 

B. subtilis LSL B. subtilis 168N, AyolA:: sigL This study 

B. subtilis LSL11 B. subtilis LSL10, AsacB:: acoR This study 

B. subtilis LSL12 B. subtilis LSL10, AsacB:: Peda-acoR This study 

B. subtilis LSL13 B. subtilis LSL10, AsacB:: PAg-acoR This study 

B. subtilis LSLO1 B. subtilis LSL, AsacB:: acoR This study 

B. subtilis LSLO2 B. subtilis LSL, AsacB:: Pcaa-acoR This study 

B. subtilis LSLO03 B. subtilis LSL, AsacB:: PAg-acoR This study 

B. subtilis LNO1 B. subtilis 168N, Apel:: Peaa-adc This study 

B. subtilis LNO2 B. subtilis 168N, Apel:: Pspove-ade This study 

B. subtilis LNO3 B. subtilis 168N, Apel:: Piytr-adc This study 

B. subtilis LN04 B. subtilis 168N, Apel:: PAg-adc This study 

pHP13 Cm8, Em? in EF. coli and B. subtilis Laboratory stock 

pUB110 Km, Blm? in B. subtilis Laboratory stock 
Amp§,containing the hyd gene (Bacillus stearothermophilus 

pHG-sd1 SD-D Laboratory stock 
Amp*,containing the adc gene (Agrobacterium sp. 

pHG-cdh KNK712) Laboratory stock 

pHPS pHP 13 derivative, containing the hyd gene,downstream of the This study 
promoter Paco4 

pUBS pUB110 derivative, containing the hyd gene,downstream of the This study 
promoter Paco4 
pUB110 derivative, containing the hyd and adc gene,downstream . 

pono of the promoter Pacoa and Par respectively assay 

1.2 培养 基 及 菌株 培养 方法 


LB 培养 基 (gL): 蛋白 
FE 15 mg/L JER SK 6 mg/L ABR, 或 50 mg/L AKER ARS 


肛 10， 酵 母 提 取 物 , NaCl10, pH 7.5; 需要 时 加 入 终 浓 
莱 宝 科技 有 限 公 司 ) 。 


SPM 培养 基 (CgL ): 烘焙 豆 粉 20, 酵 母 粉 5, MgSO4:7H20 0.3, K2HPO42, NaCl 5, MnClo-4H20 


0.16, pH 7.2。 菌 株 活化 、 种 子 培养 和 一 般 培 养 使 
水 解 酶 , 以 及 测量 
mL $i, 12 h 种 龄 的 种 子 接种 量 为 2%，37C ，220 r/min 培养 ;在 培 
浓度 为 3 gL 的 羟基 丁 酮 (Alfa Aesar 公司 ) 诱导 D- 海 因 酶 基因 
微 全 菌 计数 法 ， 并 按照 L42x102?cell ASF 1.0 gDCW, BEA? 


基因 操作 方法 
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表达 。 生 物 量 的 测定 采 


] LB 培养 基 或 SPM 培养 基 。 培 养 基 装 液 量 为 30 mL/250 
至 6h 时 ， 加 入 终 
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村 限 公 司 和 Hifi DNA Polymerase 购 自 北京 全 


Pa 


Thermo scientific 公司 ， 操 作 方 法 参 
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Thermo scientific AF] o DNA 片段 的 PCR 拼接 参照 方法 084，DNA 限制 性 
照 使 用 说 明 书 


式 金 生物 技术 有 限 


。 多 功能 


DNA 纯化 回收 试剂 盒 购 自 北 京 博 迈 德 生物 技术 有 限 公司 。 感 受 态 细胞 制备 和 转化 方法 均 参 


HE Spizizen 方法 09]。 基 


Peaa-adc 基因 
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在 B. subtilis 染色 体 上 的 整合 ， 采 月 
在 pel 位 点 的 整合 为 例 进 行 说 明 : 从 B. subtilis168 染色 体 上 , 分 别 


无 标记 基因 


15] 


修饰 方法 PRI。 以 
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pelU2, APIs/AP2s 扩 增 上 游 同 源 臂 (U，1 261 bp) . cdd 基因 的 启动 子 及 前 导 区 (Peas 232 


bp); 从 质粒 pHG-cdh 上 ,月 
BNAY6m ERE, 
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E pel 位 点 的 重组 
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Primer name 
ASUI 
ASU2 

Sdl 

Sd2 
ASD1 
ASD2 
CR1/ CR2 
ASGI 
ASG2 
PHSD1 
PHSD2 
PURSI 
PURS2 
PUBI 
PUB2 
sacBU1 
sacBU2 
PacoR1/ PacoR2 
AP1/AP2 
sacBUAE 
sacBPAEI 


采用 相同 的 方法 。 表 2 AA 


菌株 LNOI. 


] UPNDCRG 片段 转化 B. subtilis 168N 
PCR 3 ERU 
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日 引物 peladcA /peladcB 扩 增 adc 基因 
151 49 pelD1/ pelG2 扩 增 内 部 同 源 片段 、 
(DCRG,3 320bp)。 将 上 述 4 个 片段 


TRG A YI 
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d 2 本 研究 所 


Primer sequence (5'—3') 
ATCTCGTTTCGGGAAATTAC 
TCAGTCTTCTCATCTTCACT 
AGTGAAGATGAGAAGACTGA 
GCGACATCCTCACCGATCAACAATCACAATGGAGGACAAT 
TTGATCGGTGAGGATGTCGC 
ATGGGTGCTTTAGTTGAAGATTATCTGGTGTCGGCAAAT 
TCTTCAACTAAAGCACCCAT/TTATTCATTCAGTTTTCGTG 
CACGAAAACTGAATGAATAACACATTGCGGATCTTGATAA 
CCATCTCTTACATTCCTCCTT 
CCCAAGCTTAACGGCACGATAGACTGTATG 
CGGGATCCCAATCACAATGGAGGACAATATG 
AAAACTGCAGCAATCACAATGGAGGACAATATG 
AACGGCACGATAGACTGTATG 
CATACAGTCTATCGTGCCGTTAGTGCCGACCAAAACCATAAAAC 
AAAACTGCAGCAGCACAATTCCAAGAAAAACA 
TCCTCATAGCCAAGAATCC 
GCAATGTTTCCGATAAAGTCTGGTAGCCGTGATAGTT 
GACTTTATCGGAAACATTGC/AATAGGAACGCCGTTATATG 
GACAAACATCACGCTCTTG/GTGTAAATTCCTCCCTTACCT 
GATCAGTATATCACAGCGTTCTTGGTAGCCGTGATAGTT 
AGAACGCTGTGATATACTGATC 


FH 


月 引物 


HAEA DL 


Table 2 Primers used in this study 
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CN, 1 128 bp); MW B. subtilis 
E AA i [e] i 83g 
通过 融合 PCR 方法 拼接 为 UPNDCRG 片段 (5 941 bp), 
FAR f We tHE 


菌株 。 经 


EMG, RAPE A eH LB 培养 基 ，37C ，220 r/min 培养 4h 后 ,月 
f 考 素 抗 性 平板 筛选 转化 子 。 转 化 子 经 PCR 扩 增 和 DNA 测序 验证 ,得 到 Poyg-adc 
其 余 基 因 或 DNA 片段 在 Bacillus subtilis 染色 体 上 的 整合 , 均 
的 引物 。 


Size(bp) 
20 

20 

20 

40 

20 

39 
20/20 
40 

21 

30 

31 

33 

21 

44 

32 

19 

37 
20/20 
19/21 
39 

22 


sacBpAE2 CGTTTGGGACCGAGTTCATTCTTTACCCTCTCCTTTT 37 


acoR1 ATGAACTCGGTCCCAAACG 19 
sacBD1 CATATAACGGCGTTCCTATTTTGATCCTAACGATGTAACC 40 
sacBG2 GGAGTCAGTGAACAGGTAC 19 
pelU1/ pelU2 CGTTGTTATTCTGGCTTGAT/TGTTCCGCTATCCTATTGC 40 
APIs GCAATAGGATAGCGGAACAGACAAACATCACGCTCTTG 38 
AP2s AAGTATCATCTGACGTGTCATGTGTAAATTCCTCCCTTACCT 

spoVGl GCAATAGGATAGCGGAACATGCGGAAGTAAACGAAGTG 38 
spoVG2 GTGTACATTTCACCTCCTTTCTATATAAAAGCATTAGTGT 40 
peladcA /peladcB ATGACACGTCAGATGATACTT/GCATCGTTTGACTGAATAGC 42 
pelDl TACCAAGGAGGAGTTATAGCGGATCAAGTGACAGCAA 37 
pelG2 AGTTAGCACCGTTGGAAG 18 
lytRU1/ lytRU2 CTACACTATCACTGACGCTAA/AAATTACTTTCATTATGAG 21/19 
AEC1/ AEC2 AGAACGCTGTGATATACTGATC/GCATCGTTTGACTGAATAGC 22/20 
PUBRI CGGGATCCCAGCACAATTCCAAGAAAAACA 30 
PUBC2 GATCAGTATATCACAGCGTTCTAGTGCCGACCAAAACCATAAAAC 45 
adcl AGAACGCTGTGATATACTGATC 22 
cdh2 CATACAGTCTATCGTGCCGTTCGCTATAACTCCTCCTTGGTA 42 
acoAl AACGGCACGATAGACTGTATG 21 
hyd2 CGGGATCCCAATCACAATGGAGGACAATATG 31 


1.4 qRT-PCR 分 析 方 法 
用 LB 培养 基 培 养 待 测 菌 株 ， 收 集 16 h 细胞 ， 提 取 细 胞 总 RNA( 天 根 生化 科技 ， 提 取 
试剂 盒 》， 扩 增 cDNA 第 一 链 (Roche) 和 RT-PCR 扩 增 (Roche Light Cycler 480) ， 测 定 
Ct 值 。 以 B. subtilis 的 ccp4 作为 参 比 基因 ， 根 据 275€. 法 2 计算 待 测 基 因 的 mRNA 胞 内 相 
对 水 平 。 
1.5 胞 内 蛋白 提取 和 SDS-PAGE 分 析 
取 2 mL 发 酵 液 ，13000 r/min 离心 2 min， 去 除 上 清 液 ， 充 分 洗涤 细胞 沉淀 : 用 500 pL 
无 菌 水 重 悬 细胞 , 并 转移 至 破碎 离心 管 , 加 入 200 uL 玻璃 珠 , 用 匀 浆 破碎 仪 (FastPrep FP120) 
破碎 细胞 ;每 次 破碎 45s， 取 出 置 于 冰 盒 上 ， 间 隔 2 min， 共 破碎 30 次 。 细 胞 破碎 液 4'C ， 
6000 r/min 离心 8 min， 取 上 清 液 ， 加 入 4 倍 体积 冷 无 水 乙醇 ， 静 置 沉 淀 蛋 白质。13000 r/min 
离心 8 min， 去 上 清 液 ， 沉 淀 置 37C 干 燥 ， 加 入 30 pL 无 菌 水 溶解 沉淀 ， 得 到 胞 内 蛋白 提取 
液 。 加 入 等 体积 的 2xloading buffer, 震荡 混 匀 , 沸水 浴 中 10 min, “AI, 离心 使 集中 到 管 底 ， 
取样 20 uL 上 样 ， 进 行 SDS-PAGE. 
1.6 D,L-HPH 转化 反应 及 全 细胞 催化 活性 测定 方法 
D,L-HPH 和 D-HPG 的 含量 利用 高 效 液 相 色谱 仪 (Agilent 1260 Infnity Quaternary LC ) 进 
行 测定 。 所 用 色谱 柱 为 : Agilent ZORBAX SB-C18-5um (4.6 mmx150 mm) 色谱 柱 ; 流动 相 
Jo (50mM,pHA4.2,7, R- Z, EZ AD :p CP) =90: 10〈 体 积 比 ) ， 流 速 0.5 mL/min， 进 样 量 
10 uL, fii 30°C; 检测 器 为 紫外 检测 器 ， 检 测 波长 2354nm。 


| 


D- 海 因 酶 活性 的 测定 : 取 0.2 mL 细胞 培养 液 ，13000 r/min 离心 3 min， 收 集 菌 体 ， 用 


50 mmol/L, pH 8.0 的 Tris-HCl 缓冲 液 洗 涤 菌 体 两 次 , 用 2 mL 0.3% D,L-HPH CAF Tris-HCI 
缓冲 液 ) HR, BF 40'C 水 浴 ， 振 荡 反 应 30 min. WMA 10 uL BJ 6 mol/L HCl 终止 反应 。 取 
上 清 液 用 HPLC 定量 测定 D,L-HPH 的 含量 ， 根 据 公 式 U/gDCW=1.42xc+(192.17x30xn) x104 
计算 酶 活 单位 ，c 代表 D,L-HPH 的 消耗 量 (mg/L) , n 代表 每 毫升 发 酵 液 的 生物 量 Cx 10? 
个 )。1 个 D- 海 因 酶 催化 活性 单位 CU) 定义 为 :在 1 min 内 1g 干 细胞 水 解 1 mmol/L 的 D-HPH 
生成 D-cpHPG 所 需要 的 酶 量 。 
D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 的 测定 : 取 2 mL 细胞 沉淀 用 等 体积 的 15 mmol/L 的 D-CpHPG 反 
应 液 重 悬 ， 置 于 40C 水 浴 ， 振 荡 反 应 60 min， 加 入 10 uL HY 6 mol/L HCI 终止 反应 测定 D- 
氨 甲 酰 水 解 酶 活性 。 取 上 清 液 用 HPLC 定量 测定 D-HPG 的 含量 ， 根 据 公式 
U/gDCW-1.42xc*(167.16x60xn) x10? 计算 酶 活 单位 ，c 代表 D-HPG 的 生成 量 (mg/L) , n 
代表 每 毫升 发 酵 液 的 生物 量 10 个 ) 。1 个 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 催化 活性 单位 CU) XE XUI 
Lm 1 min 内 1g 干细胞 水 解 D-cpHPG 生成 1 mmol/L 的 D-HPG 所 需要 的 酶 量 。 
© 全 细胞 作为 海 因 酶 法 催化 剂 的 双 酶 催化 活性 测定 参照 D- 海 因 酶 活性 的 测定 方法 , 1 个 双 
= 酶 催化 活性 单位 定义 为 :1 min 内 lg 干细胞 水 解 D-HPH 生成 1 mmol/L 的 D-HPG 所 需要 的 
酶 量 。 


i 


pi 


em 2 结果 和 分 析 


2.1 D- 海 因 酶 基因 在 Bacillus subtilis 中 的 表达 


= 从 质粒 pHG-sdl 上 扩 增 D- 海 因 酶 基因 hyd, BBB. subtilis 168N 染色 体 上 acoA 基因 的 

f: 编码 序列 ,构成 整合 的 Puch. 基因 ,得 到 重组 菌 LS10。 从 LS10 染色 体 上 再 扩 增 出 Pow-hyd 

= 基因 ， 两 端 分 别 引入 Hindi 与 BamHI 酶 切 位 点 ， 与 质粒 pHP13 酶 切 连接 ， 形 成 低 拷贝 D- 

© 海 因 酶 表达 质粒 pHPS (图 2a) 。 质 粒 pHPS 转化 B. subtilis 168N， 得 到 菌株 168N/pHPS。 
从 质粒 pUB110 上 扩 增 包括 复制 区 rep、 卡 那 霉 素 抗 性 基因 kmr 和 博 来 考 素 抗 性 基因 b? 
与 Preoachyd 基因 PCR 拼接 ， 同 时 在 两 端 引入 Psil 酶 切 位 点 。 拼 接 序列 经 酶 切 和 连接 后 ， 形 
成 多 拷贝 D- 海 因 酶 表达 质粒 pUBS (图 2b) 。 质 粒 pUBS 转化 菌株 168N， 经 博 来 霉 素 抗 性 
筛选 ， 得 到 168N/pUBS 菌株 。 
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HindIII (1568) 


PstI (3278) 


BamHI(3454) 


(a) (b) 


Al 2 D- 海 因 酶 表达 质粒 pHPS (a) pUBS (b) 的 结构 示意 图 


Fig.2 The schematic of D-hydantoinase expression plasmids pHPS(a) and pUBS(b). 


用 LB 培养 基 分 别 培养 菌株 LS10、168N/pHPS 和 168N/pUBS， 收 集 24 h 培养 物 作 为 全 
细胞 催化 剂 ， 进 行 D,L-HPH 转化 反应 。 在 反应 60 min 的 反应 液 中 ， 加 入 10% 的 对 二 甲 氨 
基 茶 甲醛 (PDAB) 试剂 ， 反 应 液 呈 现 黄 色 ， 表 明 有 产物 D-CpHPG 生成 。 反 应 液 的 HPLC 
色谱 图 显示 (图 3a) ， 反 应 之 前 ， 反 应 液 中 只 有 保留 时 间 7.60 min 的 D,L-HPH 1 OHE) ; 
反应 60 min 后 ,反应 液 中 的 DL-HPH 峰 面积 减 小 ,同时 在 保留 时 间 3.45 min 处 出 现 D-CpHPG 
色谱 峰 (红色 ) 。 分 别提 取 菌 株 LS10、168N/pHPS 和 168N/pUBS 的 胞 内 蛋白 ， 并 进行 
SDS-PAGE 电 沪 分析。 结果 显示 (图 3b) ， 菌 株 168N/pHPS 和 168N/pUBS 在 大 约 54 kDa 
处 均 有 明显 条 带 , 大 小 与 D- 海 因 酶 单 体 相近 ; 条 带 亮度 随 Paco4-hyd 基因 拷贝 数 增加 而 增加 。 
结果 表明 ，Paco4-hyd 基因 无 论 整 合 在 染色 体 上 ， 还 是 位 于 表达 质粒 上 ， 都 能 够 被 诱导 表达 ， 
并 赋予 宿主 细胞 D- 海 因 酶 活性 。 


800 
NU 


gS 
kDa M aem Qs cs Pea 


600 


<— 54.0 


D-CpHPG 
D.LHPH 


Time (min) 


(a) 


图 3 反应 前 后 反应 液 的 HPLC 分 析 图 谱 Ca) 和 重组 菌株 胞 内 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 Cb) 


Fig.3 Chromatogram of solution before and after reaction (a) and SDS-PAGE analysis of intracellular proteins 


of recombinant strains(b). Theblue and red line refer to the solution before and after reaction,respectively. 


2.2 二 价 金 属 离子 对 D- 海 因 酶 活性 的 影响 


D- 海 因 酶 属于 金属 酶 小 亚 族 ，hydsp.1 的 晶体 结构 显示 每 个 亚 基 羧 基 化 的 Lysl5 均 结合 2 
个 Zn*， 而 较 早 研究 表明 该 酶 在 含 Mn* 的 缓冲 液 中 活性 稳定 吊 ， 二 价 金 属 离子 可 能 对 其 活 
性 有 重要 影响 ,在 LB 培养 基 中 分 别 添加 不 同 浓度 的 FeCl2*4H20、MgSO4*7H20、ZnSO4*7H20 
和 MnClz4H20, DA EDTA 作为 对 照 ， 用 于 培养 168N/pUBS 菌株 。 收 集 24 h 菌 龄 细胞 ， 分 
别 测定 其 生物 量 ， 均 在 1.6x10~2.0x10? 个 /mL， 细 胞 生长 没有 出 现 明显 差异 ， 并 测定 其 D- 
海 因 酶 活性 。 结 果 显 示 (图 4) ， 在 EDTA 的 对 照 组 中 ，D- 海 因 酶 活性 最 低 ， 且 随 添加 浓度 
的 增加 酶 活性 下 降 ; FeCl 轻微 抑制 D- 海 因 酶 活性 ; MgSO4 无 明显 效应 ; ZnSO4 有 明显 激活 
作用 , 但 超过 0.2 mmol/L 的 ZnSO4 产 生 抑 制作 用 ; 在 0.2 mmol/L~1.0 mmol/L 的 浓度 范围 内 ， 
MnCl 对 DD- 海 因 酶 活性 都 有 强烈 的 激活 作用 ， 其 中 添加 0.8 mmol/L 的 MnClo-4HoO, 使 菌株 
168N/pUBS 的 D- 海 因 酶 活性 提高 10 倍 以 上 ， 达 到 956 U/gDCW。 


F 


DHase activity (U/gDCW) 


Concentrations of divalent metal ions/(mmol/L) 


Ds 
A 
4 
E 
| > 


金属 离子 对 D- 海 因 酶 活性 的 影响 


Fig.4 The effects of divalent metal ions on D-hydantoinase activity. 
The concentration gradient (mmol/L) of metal ions in medium is as follows: Fe?* and Mn” , 0.2、0.4、0.6、 


0.8. 1.0; Mg*and EDTA,2. 4. 6. 8. 10; Zn™, 0.1. 0.2. 0.3, 0.4, 0.5. 


2.3 acoR 基因 表达 水 平 与 D- 海 因 酶 活性 的 关系 


Paca 是 依赖 cr 的 启动 子 ， 其 转录 还 需要 AcoR 蛋白 激活 和 羟基 丁 酮 诱导 P3]。 在 多 拷贝 
Paco4-hyd 基因 存在 情况 下 , 胞 内 固有 的 AcoR 蛋白 水 平 可 能 不 能 满足 所 有 Pacoa-hyd 基因 充分 
激活 的 需要 P。 分 别 在 sigh 基因 双 找 贝 的 LSL10 和 LSL 菌株 中 ， 在 染色 体 sacB 位 点 ， 整 
合 一 个 野生 型 acoR 基因 拷贝 ,构建 菌株 LSL11 和 LSL01; 整合 一 个 PuuracoR (acoRe) 基 
因 拷 贝 , 构建 菌株 LSL12 和 LSL02; 整合 一 个 PAE-acoR CacoRa) 基因 拷贝 , 构建 菌株 LSL13 
All LSLO3251, fi acoR 基因 不 同 程度 的 过 表达 。qRT-PCR 分 析 显 示 〈 表 3) , WER LSL01、 
02 和 03 胞 内 acoR 基因 的 mRNA 水 平 ， 较 对 照 菌株 LSL， 分 别提 高 2.11、63.56 和 302.33 
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倍 。 据 此 判断 ， 在 LSLIL~13 和 LSL01~03 系列 菌株 中 ，acoR 基因 被 不 同 程度 的 过 表达 。 


表 3 重组 菌株 acoR 基因 的 qRT-PCR 转录 分 析 


Table3 The transcription analysis of acoR using qRT-PCR 


Strains (genotype) Ct (ccpA) Ct (acoR) ACt AACt DSA 
LSL CacoR) 27.63 24.14 -3.49 

LSLO1 (2acoR) 28.26 23.69 -4.57 -1.08 2.11 
LSL02 (acoR.) 27.79 18.31 -9.48 -5.99 63.56 
LSLO3 CacoR;) 28.66 16.93 -11.73 -8.24 302.33 


用 补充 0.8 mmol/L MnClz-4H50 的 LB 培养 基 分 别 培养 LSL10~13、LSL~03/pHPS 和 
LSL~03/pUBS 系列 菌株 ， 收 集 24h 菌 龄 细胞 ， 测 定 D- 海 因 酶 活性 。 结 果 显 示 〈 图 $) ,在 
Pacoa-hyd 基因 为 单 拷贝 的 LSL10~13 菌株 中 ，acoR 基因 表达 水 平 增加 到 60 倍 ， 对 全 细胞 的 
D- 海 因 酶 活性 没有 影响 ， 当 增加 到 300 倍 时 ，D- 海 因 酶 活性 大 幅度 降低 。 在 Paco4-hyd 基因 
为 低 拷 贝 的 LSL~03/pHPS 菌株 中 ，acoR 基因 表达 水 平 增 加 一 倍 ，D- 海 因 酶 活性 最 高 ， 达 到 
1230 U/gDCW。 在 Pacoa-hyd 基因 约 50 个 拷贝 的 LSL~03/pUBS 菌株 中 ，acoR 基因 表达 水 平 
增加 60 倍 ，D- 海 因 酶 活性 最 高 ， 达 到 1470 U/gDCW 。 结 果 表 明 ，AcoR 蛋白 的 胞 内 水 平 确 
实 与 Paco4-hyd 基因 拷贝 数 之 间 存 在 着 比例 关系 。 当 二 者 的 比例 关系 合适 时 ，Paco-hyd 基因 
的 表达 能 够 被 充分 激活 。 


acoR 


2acoR 
acoR, 


HONE 


acoR, 


DHase activity (U/gDCW) 


图 5 胞 内 AcoR 和 蛋白 水 平 与 不 同 拷贝 数 Pacos-hyd 基因 表达 水 平 的 关系 


Fig.5 The relationship between the level of intracellular AcoR and the expression level of different copy 


number Of Pacos-hyd 


2.4 D- 氮 甲 酰 水 解 酶 基因 在 Bacillus subtilis 中 的 表达 


从 质粒 pHG-cdh 上 扩 增 来 自 的 Agrobacterium sp. KNK712 菌株 D- 9& FP Bt zK fie Big d [A] 


adc, DISAIT Peas Pspover Pie POF Par 拼接 ， 并 整合 到 B. subtilis 168N 染色 体 上 的 


构建 重组 菌 LNOI. LNO2. LNO3 和 LNO4. qRT-PCR 分 析 结 果 显 示 CX 4), 


胞 内 相对 水 平 为 :LN04 > LN02 > LN01 > LN03 ,其 中 LN04 菌株 的 Pag-adc 


pel 基因 位 点 ， 
adc 基因 mRNA 的 
基因 表达 水 平 是 LN01 菌株 Puradc 基因 表达 水 平 的 60.55 倍 。 


表 4 不 同 启动 子 表达 adc 基因 


的 qRT-PCR 转录 分 析 


Table 4 The transcription analysis of adc using qRT-PCR 


strains (genotype) Ct CecpA) Ct (adc) ACt AACt DAAC 
LNO! (Peaa-adc ) 28.41 25.41 -3.00 

LN02 (Pspove-adc ) 28.42 22.83 -5.59 -2.59 6.02 
LN03 (Pr-adc) 27.44 28.42 -1.94 1.06 0.48 
LNO4 (Pag-adc) 29.05 20.13 -8.92 -5.92 60.55 


用 补充 0.8 mmol/L MnChl-4H>O 的 LB 培养 基 分 别 培 养 菌株 LN01、LN02、LN03 和 LN04， 
的 细胞 ， 测 定 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 。 结 果 显 示 (图 6) ，LN04 菌株 的 DD- 氨 甲 


收集 不 同 菌 龄 


72 


WG EAN 6.5 U/gDCW; LNOI 和 LN03 菌株 的 本 


因 能 够 获得 相对 最 高 的 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 。 


DCase activity (U/gDCW) 


14 17 


20 


Time (h) 


酰 水 解 酶 活性 最 高 ，17h 菌 龄 细胞 的 活性 约 为 8.0 U/gDCW; LN02 菌株 次 之 ，14h 菌 龄 的 
活性 分 别 低 于 0.4 U/gDCW 和 0.8 U/gDCW. 


tt tt 


细胞 的 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 与 Pae-adce 基因 的 表达 水 平 正 相 关 , 采用 Par 启动 子 表达 adc Æ 


LNO1 
LN02 
LN03 
LN04 


图 6 不 同 重组 菌株 D- 氨 甲 酰 水解 酶 活性 比较 


Fig.6 The comparison of D-carbamoylase activity of different recombinant strains. LNO1, LN02, LN03 and LN04 


2.5 双 酶 共 表达 及 培养 基 组 分 对 催化 活性 的 影响 


以 pUBI 10 为 载体 , 将 Pacoa-hyd 和 了 PAE-adc 


refer to the strain using promoter Peaa, Pspovc, Parr and Par respectively. 


if 
Pa 


融合 后 


与 载体 酶 切 连接 ， 转 化 LSL02 


RSS. FAR AE ATE He H LSLO2/pUBSC 菌株 ， 


limi 


组 质粒 pUBSC 为 D- 海 因 酶 和 


D- 氧 甲 酰 水 解 酶 基因 共 表 达 质 粒 《〈 图 7) 。 


pUBSC 


6433bp 


Poacos-hyd 


BamHI(3164) 


图 7 双 酶 共 表达 质粒 pUBSC 的 结构 示意 图 


Fig.7 The schematic of recombinant plasmid pUBSC. 


为 考察 不 同 培养 基 组 分 对 全 细胞 催化 活性 的 影响 ， 以 SPM 培养 基 为 对 照 ， 蔡 换 其 中 部 
分 有 机 氮 源 ， 或 者 加 入 碳 源 ， 测 定 LSLO2/pUBSC 菌株 作为 全 细胞 催化 剂 的 催化 活性 。 结 果 


显示 〈 图 8) ， 当 使 用 完全 述 效 的 2% 烘 焙 豆 粉 与 0.5% 酵 母 粉 组 合作 为 氮 源 的 SPM 培养 基 ， 
全 细胞 催化 活性 最 高 ，22 h 菌 龄 的 细胞 ， 催 化 活性 达到 64.6 U/gDCW。 而 用 0.5% 酵 母 提取 


物 蔡 换 其 中 酵母 粉 ， 全 细胞 催化 活性 在 24h 最 高 ， 为 44.0 U/gDCW; 用 29658 ELE EE RA 


SUE 


高 的 催化 活性 ， 速 效 有 机 握 源 降低 细胞 的 催化 活性 。 不 论 是 属于 PTS 糖 的 葡萄 糖 ， 还 是 所 


全 细胞 催化 活性 在 20 最 高 ， 为 22.0 U/gDCW。 显 然 ， 迟 效 有 机 氮 源 有 利于 获得 较 


et 


Eu 


TE PTS 糖 的 甘油 ， 都 对 细胞 的 催化 活性 产生 严重 的 不 利 影响 。 


Fig.8 


2 -e- SPM 
o 
ici ~ SPM(0.5% yeast extract) 
= 0 —— SPM(2% tryptone) 
E —-— SPM+1% glucose 
z 
2 404 一 一 SPM+1% glycerol 
E 
ri 
Ei 
= 204 
o 
2 
z= 0 

18 20 22 24 26 28 

Time (h) 


图 8 培养 基 组 分 对 全 细胞 催化 活性 的 影响 


The effects of components in medium on whole-cell catalytic activity. The SPM medium served as a 


control. The yeast powder and soy powder were replaced by yeast extract and tryptone, respectively, and 


2.6 fA 


glucose/glycerol was added into SPM medium 


Fk LSLO2/pUBSC 的 催化 特性 
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用 SPM 培养 基 培 养 LSL02/pUBSC 菌株 ， 收 集 22 h 菌 龄 的 细胞 作为 催化 剂 ， 重 其 于 同 
体积 的 反应 液 中 ，D,L-HPH 初始 浓度 为 3.0 g/L, JW BEAT GIN 35°C. 40°C. 45°C Al 50 
Co ARR (AD ， 反 应 温度 低 于 40C， 反 应 速率 降低 ， 反应 温度 在 40 C-45 C ZR], 
反应 速率 相对 较 高 ， 且 无 差别 ; 反应 温度 达到 50'C， 反 应 速率 大 幅度 下 降 。 因 此 ， 


LSL02/pUBSC 菌株 作为 全 细胞 催化 剂 的 的 最 适 温 度 在 40°C -45°C [A]. 
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图 9 D-HPG 浓度 随 反 应 时 间 变 化 


Fig.9 Time profiles of D-HPG concentrations 


40C 反 应 过 程 的 HPLC 图 谱 显 示 ( 图 100 ， 反 应 过 程 中 有 D-CpHPG 积累 ， 表 明 D- 海 
因 酶 的 催化 速率 高 于 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 ,反应 6h 后 底 物 被 100% 转 化 且 无 中 间 物 积累 ,D-HPG 


浓度 达到 2.34 gL， 实 际 收 率 接近 9096. 
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图 10 40C 不 同 反应 时 间 反 应 液 液 相 色 谱 


图 


Fig.10 Chromatograms of solution at different reaction time at 40°C 
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将 D,L-HPH 的 初始 浓度 分 别提 高 为 10 g/L, 15 g/L 和 20 g/L， 以 菌 体 和 底 物 2: 1 的 比 
例 〈 收 集 SmL 细胞 ， 浓 缩 在 4 mL 的 离心 管 中 ) ， 在 标准 条 件 下 进行 反应 ， 间 隔 2h 取样 测 
定 反应 体系 中 D-HPG 浓度 的 变化 ,观察 底 物 消耗 和 中 间 物 的 积累 情况 。 结 果 表 明 〈 图 11) ， 
反应 12h 后 D-HPG 的 浓度 分 别 为 7.65 g/L. 11.05 g/L 和 14.32 g/L; 收 率 分 别 达 到 88.096. 
84.7% 和 82.4%。 通 过 观察 反应 过 程 色 谱 图 可 知 ， 该 催化 剂 用 量 下 ， 底 物 浓 度 低 于 15 g/L, 
可 以 实现 100% 转 化 , 但 15 g/L 时 有 少量 的 中 间 物 积累 ; 当 底 物 浓度 为 20 g/L I, 2 95% 底 
物 可 以 被 转化 ， 中 间 物 有 少量 残留 ， 且 延长 反应 时 间 ， 各 组 分 浓度 无 变化 。 可 以 看 出 ， 以 该 
菌 做 全 细胞 催化 剂 ， 使 用 12 h 后 催化 活性 出 现 衰 竭 。 


Concentration of D-LIPG (g/L) 


0 2 4 6 8 1012 TA - 16? — 18 


Time (h) 


图 11 不 同 D, L-HPH 浓度 下 LSL02/pUBSC 全 细胞 催化 反应 过 程 


Fig.11 The Catalytic reaction process of LSLO2/pUBSC strain at different concentration of D, L-HPH. 


3 讨论 


在 Bacillus subtilis 中 ， 利 用 羟基 丁 酮 诱导 表达 启动 子 Paoa 表达 来 自 Bacillus 
© stearothermophilus SD-1 的 D- 海 因 酶 ， 并 成 功 的 构建 低 拷 贝 表达 质粒 pHPS 和 高 拷贝 表达 
pUBS。 表 明 启 动 子 Paoa 是 可 靠 的， 使 用 方便 的 诱导 表达 元 件 。D- 海 因 酶 的 晶体 结构 研究 显 
示 其 活性 中 心 含有 两 个 配 位 的 Zn2+， 而 在 含 Mn”* 的 缓冲 液 中 其 活性 稳定 ， 本 研究 证 实 了 培 
养 基 中 添加 Mn” Eb Zn2 对 D- 海 因 酶 活性 的 激活 作用 更 强烈 。Mn** 在 活性 中 心 的 占 位 空间 要 
大 于 Zn2+， 可 能 更 有 利于 D-5'- 取 代 基 团 较 大 的 底 物 ， 如 D-HPH 5 D- 海 因 酶 的 活性 中 心 结 


pa 
FT o 


A 聚合 酶 和 or 识别 的 启动 子 形成 闭合 的 转录 复合 物 ，AcoR S ELS Pacos 上 游 结合 域 
结合 形成 高 度 有 序 的 寡 聚 体 ， 通 过 ATP 水 解 提供 能 量 来 改变 复合 物 构 象 ， 其 构象 转变 为 活 
化 状态 后 与 or 相互 作用 ， 从 而 激活 转录 [R7281。 单 拷贝 acoR 基因 表达 所 形成 的 胞 内 AcoR && 
白水 平 ,或 许 只 能 充分 激活 低 拷贝 的 Poco 启动 子 。 如 果 细 胞 内 存在 约 50 个 拷贝 的 质粒 pUBS， 
过 表达 acoR 基因 ， 提 高 胞 内 的 AcoR 蛋白 水 平 ， 才 能 充分 激活 所 有 Paco 启动 子 ， 得 到 较 高 
活性 的 D- 海 因 酶 。 反 之 ， 如 果 acoR 基因 过 表达 导致 AcoR 蛋白 胞 内 水 平 较 高 , 但 Pacoa 启动 
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子 拷贝 数 较 低 时 ， 胞 内 过 量 的 AcoR 蛋白 可 能 会 改变 与 Puu 启动 子 上 游 元 件 的 结合 方式 或 
影响 其 构象 转变 ， 而 不 利于 RNA RAS Paoa 启动 子 的 结合 ， 导 致 D- 海 因 酶 活性 降低 。 
因此 ， 胞 内 AcoR 蛋白 水 平 与 Pacox 启动 子 拷贝 数 之 间 存 在 合适 的 比例 关系 。 在 之 前 的 研究 
中 也 貌似 体现 了 这 种 比例 关系 的 存在 , Silbersack 等 人 P3] 利 用 该 系统 表达 amyE 基因 ,将 acoR 
分 别 在 染色 体 上 整合 表达 和 多 拷贝 质粒 表达 , 使 淀粉 水 解 酶 活性 分 别提 高 了 2 倍 和 3 f. 而 
在 Sophia Zobel 的 研究 29] 中 当 额 外 增加 一 个 acoR 和 sigh T5 Vl, SBCA He BE a RA Po E 
几乎 消失 。 

Pag 是 组 成 型 表达 的 强 启动 子 ， 转 录 分 析 数 据 也 证 实 了 PAg-adc 基因 被 高 水 平 转录 。 另 
外 ，D- 海 因 酶 与 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 的 比 活性 也 相差 不 大 。 但 是 在 单 找 贝 Pod-jd 基因 被 诱导 
表达 的 LSL10 菌株 中 ， 细 胞 的 D- 海 因 酶 活性 达到 500 U/gDRW 。 而 单 拷贝 的 PAg-adc 基因 
在 LN4 菌株 中 组 成 型 表达 ， 细 胞 的 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 仅 为 8.0 U/gDCW， 二 者 相差 两 个 
数量 级 。 虽 然 培养 基 中 烘焙 豆 粉 和 酵母 粉 等 迟 效 氮 源 有 利于 提高 细胞 的 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活 
性 ， 但 是 对 酶 活性 的 实际 提高 幅度 有 限 。 另 外 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 热 稳定 性 差 ， 容 易 被 氧化 失 
活 。 但 是 全 细胞 催化 活性 均 在 40C 密 闭 的 反应 容器 中 检测 ， 不 应 该 对 酶 活性 有 重大 影响 。 
为 了 提高 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 的 热 稳定 性 或 比 活性 ， 本 研究 在 D- 氨 甲 酰 水 解 酶 中 分 别 引 入 了 
Cys27?% 一 Ser27? 和 lle28 一 Ala286 点 突变 B0301， 但 是 这 两 个 点 突变 均 为 负 效 应 〈 数 据 未 显示 ) 。 
D- 氨 甲 酰 水 解 酶 活性 低 的 原因 有 待 于 进一步 研究 。 能 否 通过 调节 启动 子 强度 平衡 两 酶 的 表 
达 水 平 , 优化 两 者 的 表达 比例 以 实现 催化 效率 的 最 大 化 ,此 项 工作 可 以 进一步 作为 后 续 的 下 
FAR. 

菌株 B. subtilis LSLO2/pUBSC 具有 D-1 ALBA D- 氨 甲 酰 水 解 酶 双 酶 活性 ， 作 为 双 酶 法 
生产 D-HPG 的 全 细胞 催化 剂 具 有 如 下 优势 : 采用 普通 发 酵 原 料 , 诱导 剂 羟 基 丁 酮 价格 低廉 ， 
发 酵 时 间 少 于 24 h， 生 物 量 达 到 10? cellmL， 反 应 温度 低 于 45C， 底 物 的 转化 率 可 以 达到 
100%, 没有 中 间 物 D-CpHPG 积累 , 反应 时 间 可 持续 12 h, 产物 D-HPG 的 收 率 不 低 于 80% 。 
如 果 解 决 了 DD- 氨 甲 酰 水 解 酶 的 活性 偏 低 的 问题 ， 重 组 B. subtilis 将 能 够 完全 满足 D-HPG 的 
工业 生产 需要 。 
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Construction of recombinant Bacillus subtilis as catalyst for 


preparing D- p-hydroxyphenylglycine 
LI Fa-bin'? LIU Lu'? DU Yan"? Ban Rui!” 
(1 School of Chemical Engineering and Technology, Tianjin University, Tianjin 300350, China) 


(2 Key Laboratory of Systems Biotechnology of Ministry of Education, Tianjin University, Tianjin 300350, China) 


Abstract Objective: To construct the recombinant Bacillus subtilis with 
D-hydantoinase(DHase, hyd ene) and D-carbamoylase(DCase, adc gene) activity as 
catalyst to produce D-p-hydroxyphenylglycine(D-HPG) by hydantoinase process. 
Methods: The hyd gene expression plasmids were constructed. The effects of divalent 
metal ions in medium on the DHase activity was investigated. The acoR gene was 
over-expressed to investigate the correlation betweent the activator protein AcoR 
and Paco4-hyd gene expression. The optimal promoter used to express adc gene was 
screened from the Pag, Pspovc, Peaa and Pair. The hyd and adc gene co-expression 
plasmid was constructed and its catalytic properties was characterized. Results: The 
hyd gene expression plasmid pHPS and pUBS were successfully constructed. Mn?* 
has a strong activation effect on DHase and the activity of the 168N/pUBS reached 
956 U/gDCW when 0.8 mmol/L MnCb*4H?0 was added to the medium. Adding a 
copy of the Peaa-acoR gene, DHase activity of the LSLO2/pUBS reached 1470 
U/gDCW. The LN04 strain integrated with the PAg-adc had the highest DCase activity. 


The co-expression plasmid pUBSC was constructed, and under the optimum 
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conditions of pH 8.0 and 40°C, with initial substrate concentration of 20 g/L, the 
catalytic activity of LSLO2/pUBSC could last for 12 h to generate 14.32 g/L of 
D-HPG with the conversion rate of 95%, yield of 82.4%. Conclusion: The 
recombinant strain with higher dual enzyme activity can be obtained when 
heterologous hyd and adc were expressed in Bacillus subtilis and it is technically 
feasible and has the application prospect for preparing D-HPG by hydantoinase 
process. 

Keywords: Bacillus subtilis Heterologous expression D-hydantoinase D 


-carbamoylase D-p-Hydroxyphenylglycine 


